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論文内容要旨
 Ecteinascidin743(Et743)はReihart博士によりカリブ海に生息するホヤの一種である
 E惚'nosoi4i`～1z酌iη010より精製抽出された抗癌剤である。欧米のEt743の第皿相において,卵
 巣癌,乳癌,腎癌や肉腫に対して著効を示しており将来期待される抗癌剤の一つである。Et743
 はDNAマイナーグルーブのグアニンに選択的にアルキル化により結合する。Et743の薬理作用
 としてトポイソメラーゼ1の阻害作用や転写因子であるNF-Y,Sp1やSXRを阻害することが
 知られている。さらに,我々はEt743の殺細胞効果は転写が関連したヌクレオチド除去修復機
 構が関与していることを報告した。MDR1遺伝子でコードされるP一糖蛋白質は,様々なヒト悪
 性腫瘍で過剰発現しており,抗癌剤の多剤耐性に関与した重要な膜輸送体である。また,K.
 ScttoらによりEt743はMDRlの発現を転写レベルで抑制することが報告されている。本研究
 の目的は,Et743がP一糖蛋白質の基質であるかどうか,また細胞においてP一糖蛋白質/MDRl
 の発現および抗癌剤の感受性に,どのような影響を与えるかを検討することにある。
 HCT116細胞およびSW480細胞より樹立したET743に対する耐性株HCTl16/ER5細胞お
 よびSW480/ERO.5細胞において,P一糖蛋白質およびMDR1の発現量をイムノブロテイングお
 よびPCRにより検討したところ,親株,耐性株間で発現量の差を認めなかった。P一穂蛋白質が
 過剰発現しているKB3-1細胞由来である多剤耐性株KB-C-2およびKB-8-5においてEt743の
 交差耐性は認めなかった。以上より,Et743によりP一糖蛋白質は誘導されず,Et743はP一糖蛋
 白質の基質ではないことが明らかとなった。次にP一糖蛋白質の基質であるピンクリスチンおよ
 びドキソルビシンと殺細胞効果のない濃度のEt743を併用しKB3-1,KB-C-2およびKB-8-5細
 胞を用いて,MTTアッセイによりEt743の多剤耐性克服作用の検討を行った。いずれの多剤耐
 性株においても,Et743を併用することによりピンクリスチンおよびドキソルビシンの殺細胞
 効果の増強作用が認められた。Et743が直接,P一穂蛋白質に作用するかをフォトアフィニティ
 法で検討した結果,Et743のP一糖蛋白質への結合は認めなかった。さらに,Et743のピンクリ
 スチンおよびドキソルビシンの細胞内蓄積への影響をRI法で検討した。多剤耐性株KB-C-2お
 よびKB-8-5細胞においてEt743はピンクリスチンおよびドキソルビシンの細胞内蓄積濃度を増
 強させた。また,Et743と殺細胞効果のない濃度のEt743のKB-C-2細胞におけるP一糖蛋白質
 /MDR1の発現への影響を経時的にイムノブロテイングおよび定量法にて観察した結果,P一棟
 蛋白質/MDR1の発現低下を認めた。以上の結果よりEむ743はP一糖蛋白質/MDR1が過剰発現
 している癌細胞においてP一糖蛋白質/MDRlの発現を低下させ,基質となる抗癌剤の細胞内蓄
 積濃度を増強させることにより,多剤耐性を克服することが,明らかとなった。臨床において,
 P一糖蛋白質/MDRlが強発現している腫瘍においてEt743と他剤を併用することにより,より
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 良い治療効果が期待される。
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 審査結果の要旨
 化学療法は,癌の主要な治療法の一つであるが,投与した抗癌剤及び非投与抗癌剤に対する多
 剤耐性が生じることにより,臨床における重要な問題点である。そのような抗癌剤の多剤耐性に
 関与する膜輸送体としてMDR1遺伝子でコードされるP一糖蛋白質(P-glycoprotein(P-gp))
 が知られ,様々なヒト悪性腫瘍で過剰発現している。
 Ecteinascidin743(Et743)は新規抗癌剤で,第血相臨床治験において,卵巣癌,乳癌,腎癌
 や肉腫に対して著効を示し将来期待される抗癌剤の一つである。Et743はDNAマイナーグルー
 ブのグアニンに選択的に結合し,トポイソメラーゼ1や転写因子であるNF-Y,Sp1やSXRを
 阻害することや転写共役型ヌクレオチド除去修復依存性に作用することが知られている。また,
 Et743はMDR1の発現を転写レベルで抑制することが報告されている。本研究は,Et743がP一
 糖蛋白質の基質であるかどうか,また細胞レベルにおいてP一糖蛋白質/MDR1の発現および抗
 癌剤の感受性に,どのような影響を与えるかを検討した。
 ヒト大腸癌細胞由来のHCT116細胞,SW480細胞から樹立したET743に対する耐性株HCT
 116/ER5細胞,SW480/ERO.5細胞において,P一糖蛋白質,MDR1の発現量をイムノブロテイ
 ングおよびRT-PCRにより検討したところ,親株,耐性株間で発現量の差を認めなかった。ヒト
 咽頭癌細胞由来のKB3-1細胞を親株とするP一糖蛋白質が過剰発現している多剤耐性株KB-C-2,
 KB-8-5においてもEt743の交差耐性は認めなかった。
 P一糖蛋白質の基質であるピンクリスチン(VCR)およびドキソルビシン(DOX)と殺細胞効
 果のない濃度のEt743を併用しKB3-1,KB-C-2およびKB-8-5細胞を用いて,MTTアッセイ
 によりEt743の多剤耐i生克服作用を検討した結果,Et743を併用することによりVCRおよび
 DOXの殺細胞効果の増強作用が認められた。
 フォトアフィニティ法でEt743が直接,P一糖蛋白質に作用するかを検討した結果,Et743の
 P一糖蛋白質への結合は認めなかった。さらに,Et743のVCRおよびDOXの細胞内蓄積への影
 響をRI法で検討した結果,多剤耐性株KB-C-2,KB-8-5細胞においてEt743は,VCRおよび
 DOXの細胞内蓄積濃度を増強させた。また,Et743のKB-C-2細胞におけるP一糖蛋白質/MDR1
 の発現への影響を経時的にイムノブロテイングおよび定量法にて観察した結果,P一糖蛋白質/
 MDR1の発現低下を認めた。
 以上のことから,Et743はP一糖蛋白質の基質ではなく,P一糖蛋白質に直接結合はせず,P一糖
 蛋白質/MDR1の発現を抑制し,部分的ではあるがP一糖蛋白質の関与した多剤耐性を克服し,
 細胞内抗癌剤の蓄積を上昇させることが明らかとなった。
 本研究は,Et743がP一糖蛋白質/MDR1を過剰発現している癌細胞においてP一糖蛋白質/
 MDR1の発現を低下させ,基質となる抗癌剤の細胞内蓄積濃度を増強させることにより,多剤
 耐性を克服することを明らかとした独創的な研究である。さらに,P一糖蛋白質/MDR1が強発
 現している腫瘍において,Et743とP一糖蛋白質の基質である他の抗癌剤を併用する場合,Et743
 を前投与し,P一糖蛋白質/MDR1の発現を抑制した後に,他の抗癌剤を投与したほうがより良
 い治療効果が期待されるということを示唆しており,抗癌剤の投与方法に新しい展開をもたらす
 有益な研究であり,薬理学的および臨床的に意義が極めて大きく十分学位に価する。
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